随着化疗个体化的进展、支持治疗的加强及造血干细胞移植（HSCT）的应用，儿童恶性血液病患者的长期存活率已得到显著提高。但恶性血液病患儿由于接受HSCT或放化疗后往往存在黏膜屏障破坏、中性粒细胞缺乏，加之长期糖皮质激素、免疫抑制剂及广谱抗生素使用等高危因素，容易合并侵袭性真菌病（IFD）。国外文献报道，IFD的发生率在接受化疗的白血病、淋巴瘤等恶性血液病患者为10％左右，在HSCT后患者为10%～30%。以往文献报道IFD确诊患者总体病死率高达30%～60%，在儿童白血病和HSCT后的患者中，IFD病死率更高达50%～90%，累及中枢神经系统的IFD病死率达90％以上[@b1]--[@b4]。目前对于儿童联合抗真菌治疗的研究较少。我们回顾性分析我科近3年儿童血液病合并IFD患儿联合抗真菌治疗的方案选择，各方案的疗效、安全性及生存率。

病例和方法 {#s1}
==========

1．研究对象：2012年1月至2014年12月在我院儿科血液肿瘤病区住院诊断为IFD且符合联合治疗标准并初次接受抗真菌药物联合治疗（联合治疗持续时间≥7 d）的67例血液病患儿纳入研究。其中男43例，女24例，中位年龄7(1\~17）岁。所有病例随访至开始联合治疗后12周。

2．IFD的诊断标准：参照中国IFD工作组制定的《血液病／恶性肿瘤患者侵袭性真菌病的诊断标准与治疗原则（第四次修订版）》[@b5]，分为确诊、临床诊断、拟诊及未确定IFD。临床诊断IFD指具有至少1项宿主因素、1项临床标准及1项微生物学标准；拟诊IFD指具有至少1项宿主因素、1项临床标准，而缺乏微生物学标准；未确定IFD指具有至少1项宿主因素，临床证据及微生物学结果不符合确诊、临床诊断及拟诊IFD标准。

3．联合治疗指征：进行联合抗真菌治疗的患儿应至少具备真菌感染高危因素之一：①外周血中性粒细胞\<0.5×10^9^/L，且持续10 d以上；②持续应用糖皮质激素3周以上；③既往有IFD病史且再次接受强化疗或HSCT、免疫抑制药物；④病变严重或突破性真菌感染：中枢神经系统感染、呼吸衰竭、严重败血症、肺部病变广泛或空洞；⑤单药治疗失败或不良反应大；⑥存在移植物抗宿主病的症状和体征并需要免疫抑制剂治疗；⑦入住重症监护病房（ICU）、使用机械通气、体内留置导管、全胃肠外营养和长期使用广谱抗生素治疗等。

4．联合治疗时机：一线治疗定义为诊断IFD后即开始联合用药，主要用于病情危重、进展快、生命体征不稳定、持续高热、粒细胞缺乏时间长、使用免疫抑制剂及病灶范围广的患儿。二线治疗定义为因单药治疗至少72 h后无效或不能耐受其不良反应而更改为联合用药。联合治疗结束则规定为停用其中一种抗真菌药物或两种药物均停止使用。

5．疗效评判标准：对拟诊患儿若满足以下4项则归为治疗有效：①无突破性真菌感染；②开始治疗至停药后7 d内存活；③治疗期间无因缺乏疗效或药物不良反应而中止治疗；④有发热患者治疗期间退热。对临床诊断和确诊患儿疗效分为完全缓解（CR）、部分缓解（PR）、疾病稳定（SD）、疾病进展（PD）和死亡[@b5]，前两者归为有效病例。

6．安全性评价：所有患儿均在联合治疗期间观察记录有无不良反应及其表现、程度、持续时间、处理过程和转归。不良反应按肯定有关、很可能有关、可能有关、可能无关及无关5级标准判断。前3级视为药物不良反应，计算不良反应率。不良反应包括肝酶升高（丙氨酸转氨酶或天冬氨酸转氨酶为正常上限2倍以上）、尿素氮（BUN）升高、总胆红素升高（正常上限2倍以上）、低钾血症、输液反应和药物性发热等，于联合治疗结束时进行安全性评价。

7．统计学处理：用SPSS13.0统计软件进行统计学分析，两个或多个样本有效率比较采用χ^2^检验，多因素疗效分析采用逐步前进法的Logistic回归分析。采用Kaplan-Meier法绘制生存曲线，并对生存曲线进行Log-rank检验。*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．原发基础疾病分布：67例联合治疗患儿中，白血病51例，HSCT术后12例，噬血细胞综合征2例，再生障碍性贫血1例，骨髓增生异常综合征1例。

2．诊断级别：67例IFD患儿中确诊4例，占6.0%；临床诊断26例，占38.8%；拟诊37例，占55.2%。

3．联合治疗方案及例数：根据治疗时机的不同，一线治疗20例，二线治疗47例。联合治疗方案：棘白菌素联合三唑类11例，占16.4%；棘白菌素联合两性霉素B 10例，占14.9%；三唑类联合两性霉素B 46例，占68.7%。

4．疗效：67例患儿联合治疗结束时，总有效率为79.1%。确诊、临床诊断和拟诊患儿的有效率分别为75.0%、76.9％和81.1%，不同诊断级别疗效之间差异无统计学意义（*P*=0.903）。一线治疗和二线治疗的总有效率分别为75.0％和80.9%，两者之间差异无统计学意义（*P*=0.590）。棘白菌素联合三唑类组、棘白菌素联合两性霉素B组和三唑类联合两性霉素B组有效率分别为81.8%、60.0％和82.6%，三组差异无统计学意义（*P*=0.273）。

5．影响联合治疗疗效的单因素分析：应用列联表卡方检验对联合抗真菌治疗疗效相关的可能因素进行单因素分析，结果显示疗效和联合治疗期间粒细胞是否恢复、原发疾病是否处于稳定状态、联合治疗持续时间有关（*P*\<0.05）（[表1](#t01){ref-type="table"}）。

###### 影响血液病合并侵袭性真菌病（IFD）患儿联合治疗疗效的单因素分析

  因素                     例数   有效率(％)   χ^2^值   *P*值
  ----------------------- ------ ------------ -------- -------
  性别                                         1.595    0.207
   男                       43       74.4              
   女                       24       87.5              
  年龄                                         1.049    0.592
   1～3岁                   16       75.0              
   4～6岁                   22       86.4              
   \>6岁                    29       75.9              
  联合方案                                     2.599    0.273
   棘白菌素+三唑类          11       81.8              
   棘白菌素+两性霉素B       10       60.0              
   三唑类+两性霉素B         46       82.6              
  诊断级别                                     0.203    0.903
   确诊                     4        75.0              
   临床诊断                 26       76.9              
   拟诊                     37       81.1              
  原发疾病状态                                 5.164    0.023
   稳定                     53       84.9              
   进展                     14       57.1              
  接受造血干细胞移植                           0.158    0.691
   是                       12       83.3              
   否                       55       78.2              
  真菌预防                                     0.588    0.443
   有                       37       75.7              
   无                       30       83.3              
  粒细胞缺乏^a^                                2.303    0.129
   有                       49       83.7              
   无                       18       66.7              
  粒细胞恢复^b^                                4.656    0.031
   有                       59       83.1              
   无                       8        50.0              
  IFD病史                                      0.418    0.518
   有                       19       84.2              
   无                       48       77.1              
  长期使用糖皮质激素^c^                        2.230    0.135
   有                       31       87.1              
   无                       36       72.2              
  联合治疗持续时间                             3.973    0.046
   \< 14 d                  32       68.8              
   ≥14 d                    35       88.6              
  治疗时机                                     0.291    0.590
   一线                     20       75.0              
   二线                     47       80.9              

注：1\~3岁年龄组中≤2岁者3例，且均使用棘白菌素＋两性霉素B。a：中性粒细胞绝对值\<0.5×10^9^/L，且持续10 d以上；b：中性粒细胞绝对值≥0.5×10^9^/L，且持续3 d以上；c：应用糖皮质激素（剂量相当于泼尼松≥0.3 mg·kg^−1^·d^−1^）3周以上

6．影响联合治疗疗效的多因素分析：选择单因素分析有统计学意义的可能影响因素进行逐步前进法Logistic回归分析。分析原发疾病状态、联合治疗期间粒细胞是否恢复和联合治疗持续时间对联合治疗疗效的影响，结果显示联合治疗持续时间是影响联合治疗疗效的独立危险因素（*OR*=0.229，95%*CI* 0.061\~0.863，*P*=0.029）。

7．生存分析：IFD患儿于联合治疗开始的前4周内生存率下降明显，共有7例患儿因IFD进展死亡，IFD相关死亡率为10.4%。而在随访的12周内又有3例患儿死亡（1例因消化道大出血死亡，2例因IFD进展死亡），另有3例患儿因放弃治疗自动出院造成失访。排除该3例失访患儿，其余患儿于联合治疗开始后12周总体生存率为84.4%（54/64），随访12周内IFD相关死亡率为14.1%（9/64），其中棘白菌素联合三唑类组、棘白菌素联合两性霉素B组、三唑类联合两性霉素B组12周生存率分别为81.8%、80.0%、86.5%，三组之间差异无统计学意义（*P*=0.071）（[图1](#figure1){ref-type="fig"}）。

![血液病合并侵袭性真菌病患儿接受不同联合治疗方案12周生存曲线比较](cjh-36-11-912-g001){#figure1}

8．安全性评价：67例可评价患者中34例（50.7%）患儿共发生59例次联合治疗相关性不良反应，以低钾血症、BUN升高和肝酶增高较为常见。其中1例患儿在伊曲康唑联合两性霉素B治疗后出现明显的胆酶分离现象，提示急性肝损伤，予停用联合方案改米卡芬净单药抗真菌及积极护肝退黄治疗后好转。其余患儿经对症处理后不良反应得到控制，无需停用联合治疗。三种联合方案相关不良反应的比较见[表2](#t02){ref-type="table"}。

###### 三种联合治疗方案相关不良反应的比较（％）

  组别                 例数   尿素氮升高   低钾血症   肝酶增高   总胆红素升高   输液反应   药物性发热   毒性致联合用药终止   总不良反应率
  -------------------- ------ ------------ ---------- ---------- -------------- ---------- ------------ -------------------- --------------
  棘白菌素+三唑类      11     0            9.1        18.2       0              0          0            0                    27.3
  棘白菌素+两性霉素B   10     10.0         30.0       10.0       10.0           0          0            0                    30.0
  三唑类+两性霉素B     46     30.4         47.8       15.2       2.2            4.4        2.2          2.2                  60.9
                                                                                                                             
  *P*值                       0.046        0.049      0.867      0.303          0.625      0.793        0.791                0.046

讨论 {#s3}
====

近年来由于强烈有效的化学治疗和HSCT，儿童恶性血液病的长期存活率已得到显著的提高，但IFD也越发成为恶性血液病患儿的主要死亡因素之一。因此，制定合理的抗真菌治疗策略和方案显得尤为紧迫。由于每种抗真菌药物的抗菌谱不同，两种抗真菌药物联合治疗的优势在于会扩大抗菌谱、两药的协同作用增强疗效，从而提高疗效并减少真菌耐药性。对于单药治疗失败或不能耐受者，或多部位、多株耐药菌株感染的患者，联合抗真菌治疗已成为一种选择。从药物的作用机制和目前的临床结果来看，棘白菌素类是联合治疗的最主要药物之一，它可以和三唑类或多烯类联合使用，并已取得理想的临床疗效。近年关于三唑类和多烯类的联合使用的临床报道也越来越多。

我们通过单因素分析发现，粒细胞是否恢复、原发疾病状态和联合治疗持续时间是影响联合治疗疗效的相关因素。有研究显示，联合治疗期间粒细胞恢复者疗效显著优于粒细胞无恢复者（94％对19%，*P*\<0.001），研究者认为粒细胞恢复往往提示预后良好[@b6]。Bonnett等[@b7]认为这可能是因为中性粒细胞恢复正常后，可通过分泌乳铁蛋白竞争真菌生长所必需的铁元素而抑制孢子的萌发和真菌的生长，间接提高了抗真菌的疗效。本研究粒细胞缺乏患儿于联合治疗期间粒细胞恢复者的有效率远高于粒细胞无恢复者（83.1％对50.0%，*P*=0.031），与文献报道结论相一致。我科对于化疗后发热伴中性粒细胞缺乏的血液病患儿，常规使用G-CFS加速粒细胞恢复，从而提高联合治疗的疗效。

目前，国际上对于儿童抗真菌联合治疗疗程尚无统一标准，临床医师常根据感染的严重程度、对治疗的反应和免疫状态的改善等因素来决定联合治疗持续时间[@b8]--[@b9]，疗程常个体化。本研究的联合治疗中位时间为13(7\~29）d，治疗持续时间≥14 d者疗效显著优于\<14 d(88.6％对68.8%，*P*=0.046），且多因素分析进一步阐明联合治疗持续时间是影响联合治疗疗效的独立预后因素（*OR*=0.229，95%*CI* 0.061\~0.863，*P*=0.029）。2015年Marr等[@b10]前瞻性研究中IFD患者接受联合治疗持续时间均为2周，但该研究并没有解决更长的联合治疗持续时间是否对患者更有益。本研究结果则提示适当延长联合治疗持续时间（至少≥14 d），可能会获得更好的治疗效果。

本研究结果显示患儿原发疾病处于稳定期的疗效显著好于进展期（84.9％对57.1%，*P*=0.023），推测其原因可能在于进展期的血液病患儿较稳定期者肿瘤细胞负荷更高，造血功能更容易受到抑制，导致自身免疫监控机制遭到破坏、抗感染能力下降。机体感染病原微生物后，通过生成免疫分子、激活免疫细胞以清除病原菌。而进展期血液病患儿的正常免疫细胞在数量和功能上明显降低，尤其是HSCT后的免疫重建需1年左右的时间，原发疾病的进展或出现严重的移植相关并发症都会导致患儿的免疫重建延迟或免疫功能紊乱[@b11]。本研究结果提示在抗真菌的同时，应积极治疗原发病改善患儿的免疫功能。我科近3年来，对于IFD患儿，一般体温持续正常3\~5 d，临床症状改善后，继续原化疗方案或开始低强度的化疗。

我科一线治疗主要应用于临床症状重、病情进展快、生命体征不稳定、持续发热伴长期粒细胞缺乏、真菌病灶广泛、预计恢复期较长和既往有难治性IFD病史的患儿，而二线治疗主要是应用于单药治疗效果不佳或不良反应大不能耐受者。本研究结果显示一线治疗和二线治疗有效率分别为75.0%和80.9%，差异无统计学意义（*P*=0.590），这是我们针对不同症状的患儿选用不同的联合治疗时机得到的结果。IFD诊断后的早期病死率高，这是因为少部分重症IFD患儿感染进展快，预后差，不及时联合治疗往往耽误病情[@b12]--[@b13]。本组IFD患儿前4周生存率明显下降，提示IFD早期病死率较高，我们认为对于重症IFD患儿应及早进行联合治疗，而对于临床症状轻、病情进展慢的患儿可先单药治疗，至少72 h体温高峰无下降趋势才改用联合治疗，而不会显著影响疗效。

棘白菌素和多种抗真菌药物具有协同作用，机制在于棘白菌素可增加细胞的通透性，因此有利于两性霉素B和三唑类药物穿过细胞壁。国内外以棘白菌素为基础的联合用药的研究较多。一项病例对照试验的结果显示三唑类联合棘白菌素对难治性IFD的疗效优于单用三唑类[@b14]。也有研究表明，对于血液系统恶性肿瘤或HSCT患者，应用棘白菌素联合三唑类进行联合治疗，可明显提高患者生存率。本研究中棘白菌素联合三唑类组和棘白菌素联合两性霉素B组的总有效率分别为81.8％和60.0%，和其他文献报道的80％和70％基本相近[@b15]。而本研究中两个联合治疗组的12周生存率分别为81.8％和80.0%，高于其他文献报道的62％和55%[@b6]。分析其原因，可能与下列因素有关：①本研究的联合抗真菌治疗的疗程足够长，一般4\~8周，后改为单药治疗，疗程至少12周；②早期影像学检查和定期影像学复查了解真菌病灶变化，为临床随时调整抗真菌用药提供依据；③对于临床症状重、病情进展快的患儿，采用一线联合抗真菌治疗。

三唑类与两性霉素B的联合应用仍存在争议，因为两性霉素B需与麦角固醇结合才能发挥作用，而三唑类抗真菌药物则抑制麦角固醇合成，剥夺了两性霉素B的目标底物，因而二者联用可能会产生拮抗。郭海霞等[@b16]认为，两性霉素B联用伊曲康唑可最大程度覆盖致病真菌谱：如仅两性霉素B对接合菌有效；伊曲康唑对毛孢子菌及两性霉素B耐药的酵母菌有效等。本研究中伊曲康唑＋两性霉素B和伏立康唑＋两性霉素B有效率分别为80.0％和85.7%，均优于Baddley等[@b17]报道的50％和46.2%，并且高于伊曲康唑（59.1%）、伏立康唑（59.1%）和两性霉素B(55.1%）等单药治疗。其原因可能在于：①两性霉素B不良反应大，临床遵循剂量递增原则，使得两性霉素B应用数天才可以达到有效的血药浓度，我科在予小剂量两性霉素B治疗的同时，及时静脉应用伊曲康唑或伏立康唑，很好地弥补了开始治疗时的两性霉素B血药浓度低的不足；②我科于联合治疗期间密切监测患儿的生化及肝肾功能，及时纠正电解质紊乱和积极护肝处理，延长了联合治疗持续时间。近年来国内外关于三唑类与两性霉素B联用的研究日益增多。体外试验和动物模型[@b18]--[@b20]显示两者相互作用从协同、不相关到拮抗不等。但临床疗效与体外试验相关性尚无满意结论，仍需要进行大样本临床试验验证。本研究三唑类联合两性霉素B治疗血液病合并IFD患儿的有效率为82.6%，12周生存率高达86.5%，其机制可能是两性霉素B使真菌细胞膜微孔形成，通透性增加，从而使得细胞质三唑类浓度增高，进一步抑制真菌细胞膜麦角固醇合成，使联合用药发挥协同作用[@b21]--[@b22]。除了关注药物治疗的有效性外，联合用药的安全性也是临床治疗所要考虑的。本研究中接受联合治疗者除1例因急性肝损伤停用联合方案之外，其余患儿均未出现严重不可逆的不良反应。

从本研究结果可以看出，在三种联合方案中三唑类联合两性霉素B的有效率及生存率最高，但差异无统计学意义。本研究结果提示从疗效、生存率和性价比等综合考虑，两性霉素B和三唑类联用是可以优先考虑的经济可行的治疗方案；且三唑类均有口服制剂，方便联合治疗结束后的单药足疗程治疗。但由于本研究为回顾性研究，不可避免地存在偏倚，且病例数相对较少，因此最佳的联合治疗方案仍需要进行大规模、前瞻性、随机对照试验来进一步证实。
